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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Аmальность темы. В последнее врем• внимание исс:ле,11оватеJ1ей все 
бол~.wе прИВ11С1Сают хнтинолитические ферме~пы и микроорганизмы, их проду­
цирующие. Это вызвано, прежде вссrо, интересом к продуктам фермент.пивно­
rо гидролиза хитина. У данных соединений, представJ1J1ющкх собой раствори­
мые хитоолиrосахариды, была обнаружена высокu биолоrичс~к21А активность 
wирокоrо спектра. что делает вес~.ма перспективным их прахтическое приме­
нение в медицине, химии и биотехнологии (Максимов и др., 1997). Кроме тоrо, 
непосредственный интерес предСТ8ВЛJlют сами ХJПИназы и их продуцеm"ЬI в ка­
честве возможных средств биолоП1Ческой зauurrы сельскохОЗJ1йственных рас­
тений от болезней, вызываемых различными грибными фитоnато1""енам11 (Sneh, 
1981; Ordentlich et а!., 1987; Weller, 1988). Первоначально э'fо обосне~вывали 
тем, что хитиназа способна гидролизовать хитин - естественный компонент 
клеточной стенки болышmства грибов (Мitchell, Alexander, 1961 ). БЫJJо обна­
ружено, что у высших растений данный фермент функцнониру•::т в ~ ачестве 
защитноrо areiпa или фактора стресса, индуцируемого при повреждею~ях, вы­
зываемых фитопатогенами (Вoller, 1985). Позднее, однако, выясюmось, что хи­
тиназы растений играют значительно более сложную и до ко1ща !fle изученную 
роль (Кafetzopoulos et а!., 1995). В настоящее вреМJ1 дм преду11режден1111 болез­
ней сельскохозяйственных культур, вызываемых фитопатоr(:нными грибами, 
ведется интенсивный поиск микробных антаrонистов, в том чисш: хитинолити­
ческих (Lim et а!., 1991; Podile, Prakash, 1996; Pleban et al., 1997). Выявл ::но, что 
способность подавлять рост и развитие грибов-фитопатогенов у не1tоторых 
ппаммов бахтерий-акrагонистов напр•мую св•зана с сюrrезом хитиназы 
(Ordentlich et al., 1988; Shapira et а!., 1989; Inbar, Chet, 1991). Кроме тоrо, пока­
зано, что ХJПИназы усиливают действие антибиотиков на грибы 11 токсический 
эффект Bacillus thuringiensis по аmошению к насекомым-вредиn:лям (1.orito et 
al., 1994; Regev et а\., 1996; Wiwat et al., 1996). Вместе с тем, в опытах in vitro 
бактериальные юпиназы значительно слабее подавляют рост 1-ри!iов по сравне-
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нию с хmиназами высших растений (RoЬerts, Selitrennikoff, 1988). Тем не ме-
нее, п1>иск г.ерспективных продуцентов хнтиназы среди бактерий продолжает­
С'll. Хитина1ы бацилл, в отличие от аналогичных ферментов других микроорга­
низмов, изучены не так подробно, несмотря на то, что данные бактерии счита­
ются весь~а перспективными в биологическом контроле болезней растений 
(Cook, Bake ;, 1983). Известно, что явление аtпаrонизма бактерий рода Bacillus 
ко многи.1.1 микроскопическим rрибам обусловлено в первую очередь синтезом 
широшrо спектра соединений антибиотической природы (Katz eL al ., 1977; 
Смирнов и др., 1982). Роль хитиназы в этом феномене остается неясной . 
Пос.~еднее время пояВЛJ1ется все больше публикаций, посвященных изу­
ченик• свой::т& хитинолитических ферментов и особенностей их биосинтеза у 
бактерий рсда :Вacillus (WatanaЬe et al., 1990; Трачук и др., 1996; Wiwat et al., 
1999). Тем не менее, общие сведения о бациллярных хитиназах, на наш взгляд, 
довольно скудны и тематически разнородны. 
Це.1ыо насто11щей работы 11влялось изучение физико-химических 
свойств х.юиназы Bacillus sp. 739 и определение биологической роли данного 
ферм(:нта в проявлении анrагонистических свойств исследуемого штамма к 
микрсоекоrrnческим фитопатогенным rрибам. 
В соответствии с поставленной целью решались следующие задачи: 
1. Изучить влияние условий культивирования и отдельных компонентов 
пнта·Nльной среды на продукцюо хитинолитического комплекса штаммом 
Bacilllls sp. 739. 
2. Провес:ти очистку хитиназы и охарактеризовать гомогенность очищен­
ного фермента с помощью гель-электрофореза в денатурирующих условиях. 
3. Ис1:ледовать основные физико-химические свойства очищенного пре­
ларат.з юrrиназы и установкrь механизм его действия. 
4. Изучить влияние препаратов хитиназы Bacillus sp. 739 различной сте­
пени •>чистки на способность ингибировать рост и разв1Пие отдельных предста­
вителей ф~rrопатогенных rрибов. 
s 
Научна11 нови:sна. Определены услови11 махснмальной про.11укциt1 хити­
назы штаммом Bacillus sp. 739 в жидкой культуре. Показано, •по наибмьший 
выход фермента обеспечивают мицелий rриба Botrytis ~inert:a и хи-ntн­
глюкановый комплекс ю плодовых тел базндиомиЦС'Юв Armillariella mellea и 
Macrolepiota procera. Впервые обнаружена способность Baci111.1s sp. 739 секре­
тировать хктозаназу - фермент, родственный хитиназе. Устано1u~ена конститу­
тивнu способность иссле.цуемого штамма к образованию внек.nе1uчной Р-1,3-
глюканазы (ламинариназы), входхщей в комплекс миколитиче-:ки:( ферментов. 
Исследованы фюико-химические свойства очищенного препарэта хитиназы 
Bacillus sp. 739, подтверждена белковц множественность форм хитиназ, синте­
зируемых представителями рода Bacillus. Установлено, что по мек.аниз1о1у дей­
ствия фермент 11ВЛJ1етс11 экзо-хитиназой (хитобнозидазой). Впервые для бацилл 
проведено подробное исследование роли ХИ'IИназы в проявлении ВН11trрибной 
активности к некоторым фитопатогенным rрибам. Показано ОТ1Суn:твие :Jзаимо­
связи между лиrической активностью очищеЮfОЙ хитиназы Bac:il\нs sp. 739 и ее 
способностью инrибировать рО(:уОвые процессы у фитопатогенНЬD: rрибов. 
Практвческа11 значимость. Изучены условия максима11ьной Пр(t.цукции 
хитиназы штаммом Bacillus sp. 739, ~по может быть использовано при: прою­
водстве как ферментных препаратов, так и биопрепарата Бацисп1щин, предна­
значенного ДЛ11 защиты злаковых культур от болезней, вызываемых ф1попато­
генны~ грибами (Пат. 1743019, Россия). 
Аnробацв11 работы. Результаты работы докладывались на международ­
ной научной конференцИи <сМикробное разнообразие: СО(:уОЯНИе, стратегия со­
хранения, экологические проблемы» {Пермь, 1996), на международно~; конфе­
ренции «Молекулярна11 генетика и биотехнолоrш» (Минск, 1998). 
Публвкапнв. По материалам диссертации опубликовано ~; научных ра-
бот. 
CтpylC'JYpa в объем работы. Диссс:ртаци11 включает введение, о'5зор ли­
тературы (1 глава), описание объектов и методов исследования (1 глава), экспе­
риментальную часть и обсуждение результатов (3 главы}, заклю'lение, выводы 
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и список UИ'rируемой литераrуры, содержащий 135 ссылок, из них 32 на рус­
ском языке. Работа изложена на 107 страницах машинописного текста и содер­
жит 32 рисунка и 19 таблиц. 
ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
Йсследов11ния проводили в течение 1995-1998 гr. в лаборатории приклад­
ной микробиологии инсппуrа биологии УlЩ РАН. 
!()бъе~:ты исследований. Основным объектом изучення являлся штамм 
Bacillirs sp. 739, который был предложен в качестве биологической основы пре­
параn1 Баuи•:пецин (Пат. 1743019, Россия). 
:В кач€ :ствс тест-объектов для анализа анrигрибной и литнческой активно­
сти хкгиназ. ь.~ в работе использовали местные изоJIЯТЬJ фитопатогенных грибов 
Fusarium soiani, F. oxysporum, Helminthosporium sativum (Bipo/aris sorokiniana) и 
A/ternaria altemata, а также колnекционный штамм F. cu/morum ВИЗР-227. 
,Среда.!: Штамм Bacillus sp. 739 поддерживали на среде, включающей, г/л: 
агар - 16,0; коллоидный хитин - 5,0; пептон - 3,0; кукурузный экстракт - 1,0; 
:КН2РО4 - 1,0; (Nн.)zНР04 - 1,0; MgS0.•7Н20 - 0,5; дистиллированная вода -
до 1,0 л . При 11зучении влнянии физико-химических факторов на продукцию 
хJПИНззы и для получения ферментного препарата Bacillus sp. 739 использовали 
жидк)Ю среду ]ОГО же состава, содержащую 2,0 г (с/в) коллоидного хитина на 
литр t:реды . Исследуя влияние природы источника углерода на сикrез хитина­
зы, в Ж:Ид1')'Ю среду вместо коллоидного хитина вносили изм~ьченные плодо­
вые т1:ла ба:1идиомицетов или мицелий микроскопических грибов в концеитра­
цни 0,5%. 
Для П•)дцерЖЗНЮI и культивирования грибов использовали жидкую и аrа­
ризованную среды Чапека. 
Изучt:нне условий культнвврованi111, вли11ющнх на биосilitтез хнтн­
назы ВасШиs sp. 7J9. · rlpн исследовании Физико-химических фiuctopoв, 
вл·ияк·щих на образование 'ферменrа, переменными величинами яВЛJiJJись кон-
-------- - •<" 
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центрация основного источника углерода и органического азота, содержание 
дополнительных источников углерода, начальное значение рН ср<:ды и темпе­
ратура культивирования. Влияние каждого фактора изучали независимо от ос-
тальных, которые оставались неизменными для среды описанноru состава. 
Очистку хнтиназы Bacillus sp. 739 проводили следующим :>бразом. Ос­
новную фракцию фермента получали из супернатанта культура11ьной жидкости 
фракционным осаждением сульфатом аммония при 40-70% от насыщения 
(нас.). Для удаления избытка соли выделенный препарат nс•двергали гель­
фильтрации на колонке с Сефадексом G-10 ("Phaпnacia", Шв1:цИ]1), уравнове­
шенной фосфатно-цнтратным буфером (50 мМ, рН 6,0). Затем n1:оовод11ли аф­
финную сорбцию фермента на хитине. В препарат добаВЛJ1ли 0,5% коллоидного 
хитина и инкубировали на холоду при постоянном перемешивс:1нии в течение 1 
ч. Затем хитин отделsли, дважды промывали фосфатно-цнтраn1ым буфером (50 
мМ, рН 6,0) и ресуспендировали в нем же (в 20% от первонач<uIЪЕОГО объема). 
Смесь инкубировали на 24 ч при 3 7°С. Остатки негидролизованиого с~iстрата 
удаляли, а адсорбированный фермент подвергали гель-хроматографии на ко­
лонке с Биогелем Р-100 («Bio-Rad», США), уравновешенной трис-НС) (50 мМ, 
рН 7,1). Фракции пика, имеющие хиrиназную активнОСТ"Ь, лиофилизиро11али на 
установке «Иней-26>>. Высушенные образцы перерастворяли в небольшом объ­
еме дистиллированной воды и подверrали электрофорезу в 7,:iо/о-ном ЛААГ с 
1 % ДДС-Nа. Молекулярную массу гомогенных и доминирующих белко:з опре­
деляли с помощью калибровочной кривой, построенной по относиrельной под­
вижности группы белковых маркеров ("LКВ", Швеция). 
Изучение физико-химических свойств хитиназы Baciflus ..!е:..1!2:... Ос­
новными изучаемыми характеристихами очищенного ферменrно.го пр<:парата 
являлись рН-оптимум и рН-стабильность, температурный оптимум и термоста­
бильность, влияние рН на термостабильиОСТ"Ь. Исследовали влияние природы 
буфера на активность ~азы, динамику гидролиза коллоидного хиrнна очи­
щенным препаратом и зависим~ ахтивности фермента от ко~щентрации суб­
страта в реакционной смеси. Изучали также . субстраmую спt:J,\Ифично•::ть об-
1 
разцов хитииазы, различавшнхс• по степени электрофоретической rомогенно-
сти. 
Мtп!l!,М ис:следоваии11 аитигрибиой активности хити11азы Bacil/us sp. 
739. Обшую антаrонистическую активность сыроrо и очищенного образцов хи­
тина:1ы опрещ:ляли методом лунок и агаровых блоков. Агаризованную среду 
Чапека ра1ЛИ1iМИ в чашки Петри н оставляли на суrкн. Застывшую среду засе­
вали споровой суспензией грибов н с помощью стерильного микросверла 
("LKB", !Евеu.ИJ1) вырезали в ней лунки, в которые вносили исследуемые пре­
параты. Аt:тквность препаратов оценивали на третьи и седьмые сугки инкуба­
ции чашек (28"С) по диаметру стерильных юн в грибном газоне, образующихся 
вокруг лунок. Дnя юучеНИJ1 ВЛИllНИll фермента на скорость роста фитопатоген­
ных :грибо~1, прорастание спор и длину ростовых '!рубок, ero вносили в агаризо­
ванную с1>4:ду Чаnека в концеmрации 0,19-0,20 мг на 1,0 мл среды. После этого 
на ч2\11IКИ f,ЫС(:вали разведением грибы и инкубировали при 28°С. Процент про­
рает11НИJ1 спор и длину ростовых 'IpyбoJC контрольноrо и опытноrо образцов 
оценивали в поле зреНЮI световоrо микроскопа через 4 ч после посева при 100-
кра'ПiОМ унеличеник. Радиальный рост колоний отмечали через 96 ч после по­
сева. ПовТt>рность эксперимекrов была четырехкратной. Воздействие хитинаэы 
на щюраС'Iание спор некоторых тест-грибов изучали также в условиях жидкой 
среды Чал1:ка . Дnя этого в стерильные пробирки Эппендорфа вносили 1 мл сре­
ды Чапекс~., содержащей 0,2 мг препарата хитинаэы. Контрольный образец 
включал только среду Чапека. Оба варианта засевали споровой суспензией 
Hehr1inthosporium sativum и инкубировали при 28°С. Прорастание спор наблю­
дали в све-;овом мюсроскопе (увел. х 400) после 4 часов инкубации, отмечая из­
менения прорастаню1 в om.rrнoм образце по сравнению с контролем. 
Лиnrческое действие ХИ1Ю183Ы на споры и мицелий оценивали двумя ме­
тодами. В первом случае предварительно выращенный грибной мицелий соби­
рали и дважды промывали стерильным раствором NaCI (0,90/о). Промытый ми­
целий сусr1ендировали в стерильной смеси, содержащей 0,9% NaCI и 25 мМ на­
'Iрий-фосфапшй буфер (рН 6,0) (1 :1). Вносили 1 мл смеси, содержащей мице-
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лий в стерильные пробирки Эппендорфа с 50 мкл ферме1ПНого препарата. Кон­
троль включал эквивалентный объем натрий-фосфатного буфе1>;! (25 мМ, рН 
6,0) без ферментного препарата. Смеси инкубировали при 20°С 11 течени1: 24 ч, 
после чего наличие каких-либо изменений фиксировали визуш11>но , набпюдая 
образцы мицели11 в световой микроскоп (400-кратн. увел .). Биокимически воз­
действие хитнназы оценивали по динамике накопления продуктов реак1~ни, ис­
пользу11 в качестве субстрата высушенный мицелий некоторых тест- грибов. 
Дn11 этого к 125 мг субстрата добавruuJи 12,5 мл раствора ферм•:нта ( око;10 0,5 
ед/мл) в фосфатно-цитраmом буфере (50 мМ, рН 6,0) и инкубиfЮВаJJИ при 20°С 
в течение 8 ч. Каждые два часа слбирали пробы по 1 мл и опред(:JIJIЛИ в них 
концентрацию редуцирующих сахаров феррицианидным методом 110 калибро­
вочной кривой с N-ацетил-D-rлюкозамином. Для некоторых тест-Г]>ибов ту же 
самую реакцюо проводили при 37"С течение 3 ч. В этом случае пробы Д1111 ана­
лиза отбирали через каждый час. По окончании инкубации остатки ·wщелия от­
деляли и промывали центрифугированием, сушили при 105°С, измельчали и 
взвешивали для определения убыли в сухом весе. За 100% прииима.r1и сухой вес 
мицелиЯ в контроле. 
Статнс:тнческую обработку результатов осуществляли на перс•)Наль­
ном компьютере с использованием программ Ехсе\-97 и Origin 5,0 . В ка11естве 
критерия достоверности применяли критерий Стьюдента при до!зер1ш:льной 
вероятности Р=О,95. 
РЕЗУ ЛЬ ТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Образование хнтиназы Bacillus sp. 739 в условн11х среды С1'анд&J!!!!.О.[О 
состава. При выращивании на среде с 0,5% коллоидного хm·юш активность 
ферменrа в культуральной жидкости обнаруживалась через 12 ч от начала 
культивирования. Максимальный рост секреции хитиназы наf.~uодался в про­
межупс:е 18-36 ч. Образование внеклеточного белка и рост биомассы протекали 
параJtЛельно с ростом ферментативной активности (рис. 1 ). В 11pou.ecce ~:ульти-
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вирования 1иrамма происходило незначительное защелачнвание среды. Наряду 
" хитинаюн культура продуцировала следы N-ацетил-Р-глюкозаминидазы, а 
также 13-1 ,З· ·глюканазу и хитозаназу. 
-~ 
ъ .( 2,6 
- "' i :t 2.4 22 } ~ 2,0 
g· ~а 1,8 
1.6 
i '~ 1,4 i со ... 12 :а :} 1,0 ; ·\) 0,8 ::i: :5 0,6 ~ ·~ 
>< :5 0,4 
с. 02 
о.о 
-•-- ХКt'Инюа 
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- - • ·- Б1Юмаси (А.,) 
-.-рн 
-------
.------ ~~ 
!. r·-· __ : 1'----·--· 
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8,0 
7,6 
12 рН 
6,8 
6,4 
.-:::...-~-т--~--.-~--.,..-~--.--~-т---16,0 
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Рис:уt101С 1. Динамика роста биомассы, синтеза хнтиназы и внекле­
'МЧНого белк1 и юмененне рН среды в ходе культивировании штамма 
B11ei//11s sp. 739 в жидкой среде с 0,5•/. коллоидного хитина (37°С) 
Показано, что использование грибной биомассы вместо коллоидного хн-
тина 11 каче-::тве основного источника углерода приводило к значкrельному по­
вышению c1-1tm::зa этих фермекrов, тогда как секреция хитиназы увеличивалась 
далеко не Вt;егда (табл. 1). Повышенное образование J-1,3-гmоканазы и хитоза­
назы обуслов111~но тем, что биомасса грибов содержит непосредственные ин­
дукторы их синтеза в отличие от чистого хитина. Вмес;те с хнтиназой эти фер­
менты обраiуют миколитическиА комплекс, осущССТВJUПОщий разрушение кле­
точных CТCtlOK грибов. 
Ус:ло11ня поощкшtи хнтнназы. ·на синтез хитиназы большое влияние 
9~ывала прщюда основного источника углерода. Из большинства исследо­
~ х хкrин-<:одержащих грибов только мицелий Botrytis cinerea значительно 
повы[[Jал секрецию этого ферме~па. (примерно на 30%). Вместе с тем, предва-
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рительная очистка хитин-глюкановоrо комплекса из клеточных стенок отдель­
ных видов грибов увеличивала выход фермента в 3-4 раза. 
Таб.r~нца l 
Продукц11111 р111да миколнтнческих ферментов штаммом Bacillus sp. 739 на 
средах с различными индукторами 11осле 72 ч культнв"ро11анна 
Фермеtп Коллоидный хитин 
нз панцкреА крабов, 
O,S %(в/о) 
х~аза О, 1 SS±.(),003 
Хнтозаиаза O,OSS±.(),003 
P· 1,3-rmouнaзa 2,41±.(),01 
Активность, ед/мл 
Измельченные nлодо-
вые тепа rриба 
Macrolepiota procera, 
0,5 % (в/о) 
0,089±.(),003 
0,255±.(),003 
5,67±.(),01 
К омон. 
(0,2%)1 
ЛОИДНW 
% (в/о) 
WtWli Xlfnttl 
1 со~станнн с кол· 
м х~тозаном, 0,1 
( 1,20:1±.(),003 
0,347±0,003 
4,27±0,01 
Скорость и уровень секреции хкrииазы Bacillus sp. 739 сн11жа~ись на 30 и 
40%, соответствеюю, при использовании кристаллическоrо (нa111вlioro) ~с .~на 
вместо колпоидноrо в качестве основного источника углерода. Мо:1tомер хити­
на, N-ацетилгmокозамин, индуцировал следовые количества хитиназы. Макси­
мум хитиназной активнОС111 набmодался при содержании коnлш1ДНоrо хиrина в 
среде 0,4%, но линейное увеличение синтеза фермента имело мес:то то:1ько в 
области возрастания концеmрацни субстрата от О до О, 1 %. Из допс•лнительных 
источников углерода повышениое образование хитиназы вызывали нек<•торые 
сложные полимеры (пектин, крахмал, хитозан и т.д.). Легкоусвояемые источни­
ки углерода, в том числе N-ацетилгmокозамин, начинали заметJI•) уrнета1·ь син­
тез фермента при концентрации в среде 0,1-0,5%. 
Большинство сложных органических соединений, испол~.зуемых Е• каче­
стве источников азота при культивировании Bacillus sp. 739, были взаимозаме­
няемы. Наибольшая продукция хитиназы происходила при на.личин в ПИJ:атель­
ной среде по 0,1% кукурузноrо экстрахта и пептона. Оптимум начального рН 
среды для синrеза фермента культурой составлял довольно узкиif юrrервзл зна­
чений от 6,0 до 7,0. При рН 7,0-8,0 синтез хитиназы снижался Fta 10-20%, а при 
рН от 5,5 и ниже прекращался полностью. Оптимальная температура культиви-
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рова11Ю1, лри 1юторой обеслечивалс11 максимальный выход хитиназы Bacil!us sp. 
739, находилась в области 28-38°С. 
Очис:тка хнтнна1ы Bacillus sp. 739. В результате проведенной очистки 
удел~.ная а:<ТИ11ность фермента во1росла в 56 раз. Этапы очистки представлены 
в таблиuе ~: . 
Суnе1;;ш:а;;; юК 
Осаждение 40-7( 1%-ным нас. 
НИI сульф~1том а:11Ыо 
Гель-фильтрlЩl!J 
Сефцехсе c~ 1s 
Адсорбwu на 
1на 
не ICOMNIJUIOW ХИТИ 
Гель-кроматоrра 
Биоrt"1е Р-НЮ 
ф111ва 
Очистка хитнна1ы Baci//us sp. 739 
Хитиназа 
Объем, Белох, 
мл мг 
всеrо еJJ/мг 
единиц бел1С8 
500 51,000 0,017 2970 
10 33,857 0,052 645,6 
42 22,176 0,120 185,1 
7 12,242 0,540 22,67 
37 8,177 0,961 8,51 
Таблица 2 
Степень Выход, 
очистки ~. 
1 100 
3 66 
7 44 
32 24 
56 16 
Очищенный фермеm не являлся гомогенным. Различные фракции с хи­
тиназной ~осrивностью, полученные в резуль"tате гель-хроматографии на Биоrе­
ле Р· 100, "онцентрировали и подвергали электрофорезу в 7 ,5%-ном ПААГ с 1 % 
ДДС-Nа. Электрофорез показал присутствие в отдельных из них rомогенныХ 
белков. Молекулярная масса двух доминирующих полос в наиболее активной 
фра:кции с0С111вляла около 70 кДа и 65 кДа. Дополнительно выявляемый гомо­
генный белок с хигиназной активностью имеп молекулярную массу около 48 
кДа (рис. 2). 
Фюнко··хнмнч«кие свойства • Препарат очищенной хитиназы имел яр­
ко выраженный рН-оптимум, равНLIЙ 6,0 и был стабилен в диапаюне рН 4,0-9,0. 
1) 
Степень термоинактивации фермен-rа в цанном икrервапе рН была примерно 
одинаковой после часа 14юсубацин при 60°С, колебтrсь от 70 до 800/о. Для тем­
пературного профиля а~:тивности фермс:1rrа было характерно наличие двух пи­
ков - максимального, при 50°С и более 11изкоrо, при 65°С. Фермент был отно­
сительно стабилен 11рн температуре 50-li0°C, сохраняя от 70 до 80% первона­
чальной активности . 
На активнОСТI. хитиназы Bacillus sp. 739 значкrельное влияние оказывал 
тип аниона буферной ш1ры, в частности, в трнс-НСI буфере активность хитнна­
зы возрастала вдвое по сравнению с фосфатными буферами. Трнс-анион повы­
шал также рН-стабнльность фермеmа . 
. " 
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Рвсу11ок 2. Элек~rрофореrрамма ]различных фракцвi хнтвиазы, полу­
ченных в результате ~rель-хроматоrрафнн препарата фермента, свазывае­
моrо хвтвном, на Бво1·еле Р-100. Условия: 7,5% ПААГ с lo/o ДЦС-Nа. 1, 11, Ш, 
IV - номера фрающй; 1\1 - маркеры: 1 - овотрансферрин (Мr 76-78,000); 2 - бы­
чий сывороточный альбумин (Мr 66,250); 3 - овальбумин (Мr 43,000); 4 - бLIЧld 
карбоангидраза {МI: 30,000) ("LКВ", Ш11сЦИ11) 
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Субстратнаа специфичность ~чищенной :хитина1ы Baciflus sp. 739. 
Изучение специфичности ХН11fНЗЗЫ Baci/111s sp. 739 проводили по действию~­
разцов фермента различной степени l'омоrенносrи на крис.."Т3Ллический и кол­
лоидный хитин из панцирей краба. хкrозан, а таюке на некоторые хромоrенные 
производные хитоолигосахарндов (табJJ. 3). Самой активной была наиболее rе­
тероrеннu фракЦИJ1, обозначенная в табл11це nод номером 11. Номера фракций, 
представленных в таблице 3, соответст11уют таковым на рисунке 2 
Фрахшu 
1 
п 
m 
IV 
Таблнца3 
Субстратваа спецвфичиос-.ь р0а1.11ичиых фракций очищенной 
хитниаз.ь1 ВасШиs sp. 73.fJ 
Ахтивность по субст]: 
Н81118ный КолпоидныА XJ 
хитин. 1,0"/о ХИТИН, 1,08/о 
0,041±(),005 0,178±(),007 
0,079±(),006 0,498±(),008 
0,026±(),005 0,190±0,007 [ 
-
0,047±0,005 
П'О33 
1,0% 
Нет 
Нет 
х:~.он 
1 ферме~rrатив~ой реакции, ед/мл 
и, П-НФ- П-НФ- П-НФ-
G!cNAc (GlcNAc)2 (GlcNAc)з 
5мМ 5мМ 5мМ 
Нет 0,75±0,06 0,09±(),04 
Нет 2,00±0.07 0,25±(),07 
) Нет 1,10±0,07 0,24±0,08 
Нет 0,.58±(),007 0,25±0,08 
Результаты исследований показаJIИ, что принципиальной разницы между 
фрахцIОIМИ фермекrа в специфичности пщролиза того или иного субстрата не 
набmодалось. Все образцы очищеннс•й х1пиназы обладали способностью гид­
ролизовать коппоидный хитин и п-юnрофенил-N,N"-диацетип-/}-D-хитобиозу. 
Помимо этого, фермекrы гидролизовали кристалпиче1:кий хитин, но не прояв­
мли N-ацетилrлюкозаминидазной .:.ктивносrи. Скорость гидролиза п-нф­
триацетилхиrотриозы была значительно ниже, чем 11-нф-диацетилхитобиозы. 
Таким образом, главным продуктом действия исспедуемых образцов хитиназы 
авлялась N,N'-диаце111JJ-~D-хитобиоза, что позвоm1ет сч~пать основным ком­
понентом хиrинолитического комплt:t:са Bacillus sp. 739 хитобиозидазу, фер­
мент с эюо-механиэмом действия. 06 э1сзо-механизме действия исспедуемых 
образцов свидетельствует и то, что ош1 способны расщеплять кристаnлкческий 
ХИ'IИН. Динамика rидролиза коллоидного хитина наиболее активным препара-
IS 
том очищенной хитиназы (фраКЦИJ1 II) ныела линейный характер в течение пер­
вых часов инкубации, что также свойст~1t:нно только эюо-хитиназам. 
Антагоннстнчес•:а11 актнвн0<n-ь_:~~;нтн11азы Bacil/us sp. 739. Дл.11 изуче­
ни.11 аtпиrрибной активности хитинюы 1tспользовали три препарата фермекrа, 
различавшиес.11 по степ•:ни очистки. В 1;ачестве сыроrо препарата брали фер­
меJП, осажденный из супернатанта купьтуралыюй жидкости сульфатом аммо­
НИJJ (40-70% от насыщснИJJ) и диализоваиный. Кроме него использовали час­
тично очищенный препарат фермекrа (полученный в результате ад.сорбции на 
хитине) и высокоочищс:нную хитиназу (после всех этапов очистки) (табл. 2). 
Показано, что сырой ферментный препарат про.11влял антаrонистическую ак­
тивность no отношению к тестируемым фитопатогенным грибам. У высоко­
очищенной хитиназы така.11 активность отсутствовала (табл. 4). 
Таблнца4 
Аитаrонист11ческа• аnивиость сырого и высокоочищеииоrо 
препаратов хитнназы Bt1cШus sp. 739 к 3 суткам инкубации 
Тест-объект 
F. solani 
F.oxysporum 
F.cuhnorum 
Н. sativwn · 
Alt. altemata 
д.tu•еч;-: 
7,0±Q,5 
8,0±0,5 
8,Q±0,5. 
6,0±Q,5 
6,Q±0,5 
IОНЫ иипtбированиs роста rрибов 
руг лунки с препаратом, мм 
2 3 
о о 
о о 
о о 
о о 
() о 
хитиназы (-0,160 ед); 2. - 56-к Примечание: 1- препарат сырой р атно 
очищеtu1а.11 хитиназа после концеюри:~к>вания (-0,138 ед); 3- препарат, nоrту­
ченный на основе средt.1 с 0,5% крахмала (О ед), приведен в качестве кокrроль­
ноrо образца, не имеющего хитиназной юсmвности. 
Тем не менее, анализ антаrонистнческой активности культуры, основан­
ный на методе агаровых блоков, показ:u1, что в среде с коллоИдНЫм хитином, в 
отличие от среды с крахмалом у Bacillus sp. 739 индуцируется синтез аитиrриб­
ноrо фактора (табл. 4). Это вещесrво характеризуется термолабнльностью и 
способно, по-видимому, адсорбироваться на хитине (табл. 5). Однако, оно не 
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идентифицируете• с хитиназой, так кг1м 0•1ищенный 4J<:рмент не обладал шrrи­
rрнбной активностью. 
Таблица5 
Антаrоннстическая актив11ость различных прс.11ар:пов хн1·и11азы 
Bacillus sp. 739 в чашках на чк:тьн сутки инкубации при 2s•c 
Тссntруемый препарат 
ХlfПIНВЗЬI F. solani 
1 7,0 
2 10,0 
3 о 
4 о 
5 22,0 
~амстр зон подавленн11, мм 
F. o 
~ро· 
ку-
11m 
8,0 
12,0 
о 
о 
17,0 
F. cul- Н. sativum 
morun1 
8,0 6,0 
10,0 9,0 
о о 
о о 
14,0 24,0 
Altem. 
altemata 
6,0 
12 ,О 
о 
о 
14,0 
1-3-Сырая концеtпрированная хитнна:Jа Bac11lus sp. 73.9 (40-70% нас. сульфа­
том аммония); 1 - 50 мкл (-0,169 ед), 2 ·-НЮ мкл (-0,339 ед), З - 50 мкл препа­
рата пос.1е термообрабо'ПОf (100°С). 
4-5 - Тот же препарат после адсорбции на коллоидном хитине; 4 - 50 мкл 
фракции, не адсорбированной на хиnrне (-0,010 ед); 5 - 50 мкл адсорбирован­
ной на хитине фракции (-0,087 ед) вмс:с:те с продуктами гидролиза коллоидного 
хитина). 
В.1ииние хитииазы на прорастание спор и ра!Jнальный рост коло11ий 
фитопатогенных rрнбов. Как и в слуqае антагонистической актнвности, воз­
дейс:твие на развитие rрибного мицешш и:~ спор различалось для сырого и оqи­
щенного препаратов хитиназы . Внесе1ше 0,2 мг высокоочищенного фермента в 
расчете на 1,0 мл arapa Чапека не оказ.ывало ингибирующего эффекта на про­
цессы рос:та rрибов. Однако сырой препарат, взятый в той же концеtпрации, 
воздействовал на отдельные виды те::т-:rрибов. Он незначительно подавлял 
прорастание спор Helminthosporium s~.t ivu.m (около 10%) и замедлял удлинение 
прорастающих гиф rриба на 30-40%. У Altemaria alte:mata эти показатели со­
ставляли, соответс:твенно, 35-46% и 25-34%. В жидкой ср1ще Чаш:ка воздейст­
вие препарата на прорастание спор Н. sativum выраж;uюсь более ярко, чем на 
твердой (рис. 3). 
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Из всех тест-грибов только у :rrш-u вида наиболее сильно подавлялся ра­
диальный рост колоний в чашках под д•:iiствием неочищенной хити11азы (на 35-
46%). Таким обра:юм, сравнитепыюе •1сследование а~пигрибной . активности 
сырого и высокоочище11ноrо фермеt1то1J подТllСрдипо ее отсуrствие у последне­
го, а также наше предположение о слабой эффективности баuнплярt1ых хитиназ 
в очищенном состо11нии1 . 
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Рисунок 3. Нарушени11 11111орастанвв в разрушение спор 
Helmiathosporium sativum nрв ит"-убацин с препаратам• хнтнназы Bacillus 
sp. 739 в жидкой среде Чаш~ка. А. Кс•~проль. Б.-8. Препараты очищенной и 
сырой хитиназы. 6 ч инкубации. Свето1шя микроскоПЮ1. Увеличение х 400. 
Лнтнческаа активность пре.!!.!Jр_атов хнтнназы Bacil/us sp. 739. Пока­
зано, что сырой и очищенный лрепара1"1~ фермента способн1,1 осуществлять ми­
колизис тестируем1.~х грибов. Миколm·нческос действие хитиназы проявJUШось 
в таких явлениях, как вакуолизация и р~LЗбухание мицелИJ1, потеря им четко ви­
димых структур и массовое разрушение гиф. Наиболее яркое проявление лити­
ческого действИJ1 ХИТ11Н8ЗЫ на мице11ий было выявлено для грибов рода 
Fusarium (рис. 4). Ферментативная природа миколюиса, обусловленного дейст­
вием хитиназы (и, возможно, /3-1,3-rлюканазы) на хомпонеtnЪ1 клеточных сте­
нок грибов, подтверждапась образоs&нv.:ем восстанавливающих сахаров в каче­
стве продуктов реакции при инкуб;зци111 живого ftlИlXC:tЦ!ll'::c;,...tlj>enapaтoм сырого 
фермента (рис. 5). 
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Рисунок 5. Образ.ованне ред:fц~111ующи:r. сахаров в :r.оде инкубации 
kатнвного мицелия гр1t1бов FUS4rium j'Olani и Alternaria alternata с препара­
том сырой хитиназы Вш:Шиs sp. /'39. Темлераrура июсубации 37°С.: 1, 3 -
Fusarium solani, опыт н контроль (без лреларата), соответспенно; 2, 4 -
Altemaria altemata (опыт и контроль). Содержание хитиназы - 0,510 ед/мл ин­
кубационной смеси (0,05 М фосфатно-ци1ратный буфер, рН 6,0). 
Таким образом, несмотря на въ1сокую миколитическую акrивн0С1Ъ, очи­
щенная хитиназа Bacillщ: sp.. 739 не спос;:обна ингибировать ростовые процессы 
тестируемых фитопатоrс:нных грибо11 . А:tпаrонистическая акrивность штамма 
Bacillus sp. 739 обусловпена, по-видимому, образованием низкомолекулярных 
соединений антибиотической природы. Возможно, что хитиназа может ускли- , 
вать действие подобных соединений, кО1;uенно ВЛИJUI на антагонизм Bacillus sp. 
739 к фитопатоrенным ГJ•Ибам. 
выводы 
1. У шrамма Bacil\1Js sp. 739, - г~нтсt1·ониста фитопатоrенных грибов, обна­
ружена способность к продукции ко~ • .-пл·~•<са миколитических фермеитов, вкто-
чающих хитназу (КФ. 3.2.1.14), ~1,J-rтоканазу (КФ 3.2.1.6) и хитозаказу (КФ. 
3.2.1.132). 
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2. Определены условИJ1 максимал~.ной продукции хитиназы urrаммом 
Bacillus sp. 739 в жидкой культуре. В качестве хитин-содержащего субстрата 
наибольший выход фермента обеспе•швают мицелий гриба Botrytis cinerea и 
хитин-глюкановый комплекс из плодовых тел базидномнцетов Annillariel\a 
mellea и Macrolepiota procera в концеюрациях 0,5 - 0,75 % мае. 
3. Методами осаждения, аффинной сорбции и ~-ель-хроматографии осу­
щестWJена 56-краmая очистка хитиназы Bacillus sp. 739. С помощью электро­
фореза в очищенном препарате выявл·~НЬI белки с хитиназtюй активностью, мо­
лекулярная масса которых соответсп•уе'I!' примерно 70,000, 65,000 и 48,000 
даль тон. 
4. УстаноWJено, что хитиназа Ba1;i1111s sp. 739 имеет оптимум рН, равный 
6,0, фермент стабилен в диапазоне рН 01 4,0 до 9,0. Температурный профиль 
акrивности препарата характеризуетс.11 двумя пиками, соответствующими 50°С 
и 65°С. Фермент стабилен в интервале температур 50-60°С. 
5. По механизму действия фермент .являете.я экзо-хитиназой (хитобиози­
дазой), поскольку основным продуктом его реакции была N,N'-диацетил-~-D­
хитобиоза. 
6. УстаноWJено, что высокоочшцеШIЫЙ препарат ХIПИНазы Bacillus sp. 
739, в отличие от сырого препарата, F.:e угнетает развития фитопатоrенных гри­
бов in vitro и не проявляет ингибирующего действия на процессы прорастания 
спор, удлинение ростовых трубок и радиальный рост колоний грибов. 
7. Обнаружена способность в1;1сокоочищенного препарата хитиназы 
Bacillus sp. 739 разрушать нативный мицелий грибов, гидролизуя хитин кле­
точиых стенок с освобождением редуцирующих сахаров. Установлено, что ми­
колитическа.я активность очищенной юn·иназы напрямую не связана с анти­
грибной апивностью шrамма Bacillus :;р. 739. 
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